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基础 研究 


快速 眼 动 睡眠 剥夺 对 青少年 期 和 成 年 期 C57BL/6J 小 最 焦虑 行 
为 与 海马 一 氧化 氮 水 平 的 影响 
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摘要 :目的 探讨 快速 眼 动 睡眠 (REMS ) 剥 夺 24 h 对 青少年 期 和 成 年 期 C57BL/6J 小 鼠 焦 虑 行为 和 海马 一 氧化 氮 (NO) 水 平 影响 
的 差异 。 方 法 采用 青少年 期 (3~4 周 龄 ) 和 成 年 期 (8~12 周 龄 ) 的 C57BL/6J 小 鼠 各 45 只 ,每 个 年 龄 组 的 实验 动物 分 别 平均 随机 
分 为 3 个 亚 组 ,每 个 亚 组 的 小 鼠 数 量 为 15 只 :正常 对 照 (NC) 组 大 平台 (WP) 组 和 REMS 剥 夺 24 h(REMSD) 组 。 采 用 小 平台 水 
环境 法 制作 REMS 剥夺 模型 ,通过 高 架 十 字 迷 富 测 定 实验 动物 焦虑 行为 。 之 后 ,低温 下 迅速 处 死 实验 动物 , 取 脑 分 离 出 海马 , 裂 
解 并 匀 浆 离心 后 取 上 清 液 ,通过 酶 标 仪 测定 NO 水 平 及 Western blot 测 定海 马 神经 元 型 一 氧化 氮 合 酶 (0NOS ) 含 量 。 通 过 以 上 方 
法 ,分 别 观察 REMS 剥夺 24 h 对 青少年 期 和 成 年 期 C57BL/6J 小 鼠 焦 虑 行为 海马 NO 水 平 及 nNOS 和 蛋白 表达 的 影响 。 结 果 (1) 
青少年 期 小 好 NC 组 .WP 组 和 REMSD 各 组 进 辟 总 次 数 . 进 入 开放 臂 次 数 和 时 间 、 以 及 进入 封闭 辟 次 数 和 时 间 均 无 明显 差异 ; 
REMSD 组 海马 NO 水 平 明 显 高 于 NC 组 和 WP 组 (ps<0.01);REMSD 组 海马 nNOS 蛋白 水 平 明显 高 于 NC 组 和 WP 组 (ps<0.01); 
(2) 成 年 期 REMSD 小 鼠 进 辟 总 次 数 明显 高 于 WP 组 和 NC 组 (ps<0.01); 小 鼠 进 入 开放 臂 的 次 数 和 时 间 明 显 低 于 WP 组 (P<0.01) 
和 NC 组 (P<0.01) ,而 进入 封闭 臂 的 次 数 和 时 间 明 显 多 于 WP 组 (P<0.01) 和 NC 组 (P<0.05); 成 年 期 小 鼠 NC 组 ,WP 组 和 
REMSD 各 组 海马 NO 水 平和 nNOS 和 蛋白 表达 无 显著 性 差异 。 结 论 REMSD 24 h 对 青少年 期 和 成 年 期 C57BL/6J 小 鼠 焦 虑 行为 
的 影响 不 同 ,可 能 与 睡眠 剥夺 导致 的 海马 NO 水 平和 nNOS 和 蛋白 表达 变化 的 差异 有 关 。 

关键 词 :快速 腿 动 睡眠 ;海马 ;一 氧化 氮 ; 焦 虑 ;成 年 ;青少年 ;小 鼠 
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Abstract: Objective To explore the difference between adolescent and adult C57BL/6]J mice in response to rapid eye movement 
sleep (REMS) deprivation in terms of anxiety behavior and hippocampal NO level. Methods Both adolescent and adult C57BL/ 
6J mice were divided into normal control (NC) group, wide Platform (WP) group, and 24-hour REMS deprivation group, each 
group consisting of 15 mice. REMS deprivation models were established using a small platform in water tank, and the elevated 
plus maze test was used to examine anxiety behavior of the mice. After behavioral tests, the mice were sacrificed to examine 
hippocampal NO levels using enzyme-linked immunosorbent assay, and hippocampal nNOS protein expression was detected 
with Western blotting. Results The adolescent C57BL/6]J mice showed no obvious differences in anxiety behaviors between the 
3 groups, but NO level and nNOS expression in the hippocampus was significantly higher in REMSD group than in NC and 
WP groups (P<0.01). The adult mice in REMSD group, compared with those in the other two groups, exhibited significantly 
increased total number of arm entry (P<0.01), lowered number of open arm entry and reduced open arm time (P<0.01), 
increased number of close arm entry and prolonged 
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REMS deprivation Produces different effects on 
anxiety-related behaviors between adolescent and 
adult mice possibly in relation to their different 
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快速 眼 动 (REM) 睡 虐 是 睡眠 的 重要 阶段 " ,既往 临 


和 人 快速 眼 动 睡 眠 剥夺 (REMSD) 组 ,每 组 15$ 只 。 睡 眠 剥 


床 和 动物 等 研究 发 现 :剥夺 REM 睡 虐 后 ,机 体 不 但 学 习 
记忆 力 功 能 下 降 ,一些 焦虑 . 易 激 惹 等 负面 情绪 也 容易 
增加 中 。REM 睡眠 剥夺 可 能 通过 改变 机 体 脑 内 神经 递 
质 的 水 平 ,进而 影响 动物 的 行为 ~。 海 马 是 重要 的 脑 区 ， 
与 学 习 记忆 和 情绪 密切 相关 *"。 一 氧化 气 (NO) 作 为 重 
要 的 神经 递 质 和 神经 调 质 ,与 学 习 记忆 ,焦虑 行 为 的 产生 
有 着 密切 的 联系 a。 神 经 源 性 一 氧化 氮 合 酶 (nNOS)、 
内 皮 细 胞 源 性 一 氧化 氮 合 酶 (eNOS) 和 诱导 性 一 氧化 氮 
合 酶 (iNOS) 是 NO 合成 的 重要 限 速 酶 。 在 神经 系统 中 ， 
nNOS 发 挥 了 在 调控 情绪 等 方面 发 挥 了 重要 的 作用 。 

青少年 期 是 由 幼年 期 向 成 年 期 过 渡 的 特殊 时 期 。 
现代 社会 中 ,由 于 工作 或 学 习 压 力 重 等 各 种 社会 因素 ， 
睡眠 不 足 在 青少年 期 人 群 中 广泛 存在 ”"。 人 类 青少年 
期 约 为 12~18 岁 , 鼠 类 的 青少年 期 约 为 3~4 周 龄 %。 与 
成 年 期 相 比 ,青少年 期 的 中 枢 神 经 系统 突 触 结 构 和 功能 
发 育 有 很 多 特点 ,如 :大 脑 快速 发 育 , 神 经 突 触 的 过 度 增 
长 ,然后 快速 剪除 ”。 与 成 年 机 体 相 比 , 青 少年 REM 睡 
眠 频率 高 .持续 时 间 长 。 因 此 REM 睡眠 对 青少年 和 成 
年 情绪 的 影响 可 能 不 同 ,但 目前 无 相关 研究 报道 。 

本 研究 通过 水 平台 方法 建立 REM 睡眠 剥夺 模型 ， 
观察 比较 REMS 和 剥夺 对 不 同年 龄 段 小 鼠 焦虑 行 为 海马 
NO 水 平和 nNOS 表达 的 影响 ,以 探讨 REM 睡眠 对 
C57BIL/6J 小 鼠 焦虑 情绪 是 和 否 有 年 龄 差异 ,同时 探讨 其 
机 制 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 

实验 动物 :正常 雄性 C57BL/6J 小 鼠 ,SPF 级 。 成 年 
期 C57BL/6J 小 鼠 (8~12 周 龄 ) 体 质量 18~24 g, 青 少年 
期 C57BL/6J 小 鼠 (3~4 周 龄 ) 体 质量 8~12 g, 购 自 广 东 
省 医学 实验 动物 中 心 。 室 内 温度 控制 在 22.0~24.0 %C， 
光 / 暗 周期 为 12:12, 晨 6:00 灯 光亮 。 动 物 每 笼 5 只 , 自 
由 饮食 饮水 。 

仪器 与 试剂 :高架 十 字 迷 宫 (BW-DEP207, 软 隆 科 
技 ); 酶 标 仪 (ELX800UV ,美国 BioTek) ; 台式 高 速 冷冻 
离心 机 (ST16R ,德国 Thermo) ;电动 匀 浆 器 (FE6/10, 德 国 
FLUKO) ;空气 浴 振 荡 器 (HZQ-C ,东明 科技 ); 脱 色 摇 床 
(TS-1000, 其 林 贝 尔 );BCA 蛋白 浓度 测定 试剂 盒 
(P0012S, 胜 云天 );NO 检 测试 剂 盒 (S0021, 珀 云天 ); 锡 
抗 鼠 nNOS 抗体 (SIGMA) ; 0.9% 氧化 钠 注 射 液 
(H20023145, 华 仁 药 业 ) ;组织 裂解 液 (Tris-HCI+ 双 蒸 
水 +10% SDS+ 两 三 醇 ) 
1.2 动物 模型 制作 

按照 随机 原则 ,将 青少年 期 和 成 年 期 C57BL/6J 小 
鼠 各 自分 为 3 个 亚 组 :正常 对 照 组 (NC), 大 平台 组 (WP) 


夺 期 间 ,正常 对 照 组 在 鼠 笼 中 饲养 并 且 不 做 任何 干预 。 
WP 组 动物 被 置 于 含有 6 个 圆 形 的 大 平台 (高 10 cm 直径 
12 cm 高 于 水 面 以 上 0.5 cm) 的 开口 水 箱 (长 70 cm, 宽 
50 cm, 高 50 cm) 内 中 完成 ;将 布置 的 平台 均 间 隔 4 cm 
( 边 到 边 ), 小 鼠 可 以 自由 从 一 个 平台 跳跃 到 男 一 个 平台 
来 实现 自由 走动 但 不 能 同时 跨 立 在 两 个 平台 上 。 大 平 
台 上 的 小 鼠 可 以 自由 活动 及 睡眠 并 不 会 掉 落 人 水 ,从 而 
建立 了 WP 模型 进行 对 照 。REMSD 组 动物 被 置 于 含有 
9 个 圆 形 的 小 平台 (高 10 cm 直径 2 cm 高 于 水 面 以 上 
0.5 cm) 的 开口 水 箱 内 中 , 当 小 鼠 站 立 在 小 平台 上 开始 
进入 REMS 时 ,小 鼠 全 身 肌肉 出 现 松 弛 后 掉 入 水 中 并 惊 
醒 , 从 而 建立 了 REMSD 模 型 。REMS 剥夺 时 间 为 上 午 
10:00 至 次 日 上 午 10:00, 时 间 长 度 为 24 h。 睡 眠 剥夺 期 
间 灯 光 持 续 照 射 。 所 有 动物 在 睡眠 剥夺 结束 后 进行 行 
为 测试 (10:00~12:00) 
1.3 高 架 十 字 迷 官 (EMP) 实 验 

PSD 睡眠 剥夺 实验 结束 后 ,所 有 动物 均 需 通过 高 架 
十 字 迷 宫 实 验 。 高 架 十 字 迷 宫 外 型 旦 交叉 十 字 , 高 于 地 
面 72 cm, 由 2 条 对 称 的 开放 臂 (3 cmx5 cm),2 条 对 称 的 
闭合 臂 (30 cmx5 cmx18 cm) 和 1 个 联接 四 条 臂 的 中 间 
区 (5 cmx5 cm) 组 成 ,开放 臂 和 中 间 区 完全 开放 ,而 闭合 
臂 仅 有 顶部 和 近 中 间 区 开放 ; 正 上 方 摄像 机 可 见 全 部 区 
域 。 实 验 前 小 鼠 适 应 测试 室 的 弱 光 安静 环境 1 h。 将 1 
只 小 鼠 放 入 中 间 区 (小 鼠 背 向 实验 者 而 头 朝 向 任 一 开放 
辟 ) 开 始 实验 录像 记录 ,实验 者 迅速 安静 离开 区 域 1 m 
外 ,允许 小 鼠 在 其 中 自由 探索 , 共 历 时 5 min; 每 次 实验 
前 后 清洁 迷宫 (祛除 小 鼠 遗 留 的 气味 避免 干扰 实验 结 
果 ), 方 可 进行 测试 实验 。 观 察 并 记录 进入 开放 辟 次 
数 (OE) ,进入 任 一 条 开放 辟 的 次 数 , 以 鼠 的 四 个 爪子 
全 部 进入 开放 臂 内 为 准 ;@ 开 放 臂 停留 时 间 (OT) ;G@) 
进入 闭合 臂 次 数 (CE ) ,进入 任 一 条 封闭 臂 的 次 数 ,以 
鼠 的 4 个 爪子 全 部 进入 闭合 臂 内 为 准 ;外 闭合 臂 停留 
时 间 (CT)。 由 ~@ 分 别 计算 出 进入 开放 臂 和 闭合 
辟 的 总 次 数 (OE+CE); 进 入 开放 臂 次 数 比 例 (OE%)， 
即 OE/OE+CE% ;开放 辟 停留 时 间 比 例 (OT%), 即 OT/ 
OT+CT%, 
1.4 海马 组 织 样本 的 制备 及 蛋白 含量 测定 

所 有 动物 高 架 十 字 迷 宫 完 毕 后 ,迅速 贷 椎 脱 白 处 
死 , 冰 亚 上 快速 分 离 出 海马 体 并 称 质量 ,在 冰 水 浴 下 将 
海马 体 置 于 含 PMSF 的 组 织 裂解 液 (400:1) 中 进行 快速 
间断 电动 匀 浆 (25 000 r/min)10 min, 匀 浆 后 4 低温 高 
速 离心 (12 000 r/min)5 min, 取 其 上 清 液 置 于 -80 %C 超 
低温 冰箱 待 用 。 使 用 BCA 和 蛋白 浓度 测定 试剂 盒 按说 明 
书 步骤 将 标准 样 和 上 清 液 样本 分 别 按 0、1、2、4、8、12、 
16、20 pL 加 到 96 孔 板 中 并 用 组 织 裂 解 液 补足 到 20 pL， 
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然后 加 入 200 pL BCA 工 作 液 ,37 % 空 气 浴 振 荡 器 中 放 
置 20~30 min。 最 后 使 用 波长 570 nm 的 酶 标 仪 测定 各 
孔 吸 光度 ,绘制 标准 曲线 并 计算 出 上 清 液 的 蛋白 浓度 。 
1.5 海马 NO 水 平 检测 

根据 各 组 上 清 液 蛋 白 浓 度 , 用 组 织 裂解 液 将 其 调整 
一 致 。 各 组 上 清 液 和 蛋白 浓度 调整 一 致 后 ,使 用 NO 检测 
试剂 盒 按说 明 书 步骤 将 标准 样品 按 0.10.20.40.60.80、 
100 pmol/L 浓 度 各 50 nL 和 上 清 液 样 本 50 kL 加 到 96 
孔 板 中 ,在 各 孔 中 加 入 50 kL 室温 Griess Reagent I。 然 
后 各 孔 中 再 加 入 室温 Griess Reagent I 并 摇 匀 ,最 后 使 
用 波长 570 nm 的 酶 标 仪 测定 各 孔 吸 光度 ,绘制 标准 曲 
线 计 算出 各 组 上 清 液 中 NO 水 平 。 
1.6 Western blot 检 测 海马 nNOS 表 达 

根据 各 组 上 清 液 恒 白 浓度 ,用 组 织 裂解 液 将 其 调整 
一 致 。 计 算 含 50 ng 蛋白 的 上 清 液 样 本 为 上 样 量 ,加 入 
5xSDS 上 样 缓冲 液 稀释 至 终 浓 度 为 1x( 上 样 总 体积 一 
般 在 15~20 hnL) ,上 样 前 要 将 上 清 液 样品 于 沸水 中 者 5~ 
10 min 使 蛋白 变性 。 用 制 胶 板 配 置 好 下 层 5% 浓 缩 胶 和 
上 层 12% 分 离 胶 ,每 孔 加 20 kL 样品 进行 SDS-PAGE 电 
泳 , 然 后 取出 胶 后 按 顺 序 秋 加 PVDF 膜 ,在 转 膜 槽 中 将 
蛋白 转 膜 至 PVDEF 膜 上 ,PVDEF 膜 在 TBS 绥 冲 液 清洗 后 
置 于 5% 脱 脂 奶 粉 中 常温 封闭 2 bh, 而 后 予 兔 抗 刀 nNOS 
(1:50) 播 床上 4 % 过 夜 。 予 羊 抗 兔 二 抗 (1:50) 揪 床上 
常温 2 h, 将 处 理 好 的 PVDF 膜 侵 泡 在 发 光 液 中 1 min， 
最 后 在 暗室 中 曝光 洗 胶片 后 拍照 。 通 过 Quatity 4.5 软 
件 进 行 光 密度 分 析 。 
1.7 统计 学 方法 

数据 采用 SPSS 17.0 统 计 软 件 进行 统计 分 析 。 结 
果 以 均 数 + 标准 差 表 示 。 对 青少年 期 和 成 年 期 C57BL/ 
6J 小 鼠 的 进 臂 总 次 数 ,进入 开放 臂 次 数 和 时 间 、 进 入 封 
闭 臂 次 数 和 时 间 以 及 海马 NO 水 平和 nNOS 表达 进行 正 
态 分 布 检验 ,如 果 为 正 态 分 布 , 则 采用 ANOVA 检验 每 
个 亚 组 间 是 否 有 显著 性 差异 ,之 后 两 组 组 间 比 较 采用 
LSD 方 法 ;如 果 为 非 正 态 分 布 , 则 采用 Kruskal-Wallis 
Test 秩 和 检验 ,两 组 组 间 比 较 采 用 两 样本 的 秩 和 检验 。 
P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 

2.1 高 架 十字 迷 官 结果 

2.1.1 总 体 活动 情况 在 青少年 期 C57BL/6J 小 鼠 中 ,3 
个 亚 组 进 辟 总 次 数 无 显著 性 差异 (P>0.05, 表 1)。 

成 年 期 REMSD 组 C57BL/6J 小 鼠 进 辟 总 次 数 显著 
高 于 NC 组 (x=6.8,P<0.01) 和 WP 组 (x*=8.4,P<0.01)。 
进 辟 总 次 数 , 而 NC 组 和 WP 组 两 组 间 无 明显 差异 (x 二 = 
13.4,P>0.05, 表 1)。 

2.1.2 开辟 活动 青少年 期 C37BL/6J 小 鼠 REMSD 组 、 
WP 组 和 NC 组 的 开 臂 进入 次 数 , 开 臂 进入 次 数 占 总 进 


表 1 青少年 期 与 成 年 期 C537BL/6J 小 鼠 各 组 间 的 进 臂 总 次 数 的 
差异 

Tab.1 Difference of total number of arm entries in subgroups of 
adolescent and adult C57BL/6]J mice (Mean+5D) 


Group Adolescence Adult 

NC 15.3+4.4 18.5+1.6 
WP 17,1+2,7 21.4+0.5** 
REMSD 18.1+2.6 28.8+4.0** 


NC: normal control group; WP: wide platform group; REMSD: REM 
sleep deprivation 24 h group. 


辟 次 数 百 分 比 ,开辟 停留 时 间 和 开辟 停留 时 间 占 总 时 间 
百分比 均 无 明显 差异 (P>0.05, 表 2)。 

在 成 年 期 C57BL/6J 小 鼠 中 ,REMSD 组 小 鼠 开 臂 

进入 次 数 显 著 高 于 NC 组 (X=3.8,P<0.05)。 与 NC 组 和 
WP 组 相 比 ,REMSD 组 小 鼠 开 臂 进入 次 数 占 总 进 臂 次 
数 百 分 比 明显 降低 (02=20.8,P<0.01);REMSD 组 小 鼠 
开辟 停留 时 间 显 著 低 于 NC 组 和 WP 组 (x=16.1,P< 
0.01) ,WP 组 与 NC 组 小 鼠 开 辟 停 留 时 间 无 显著 差异 (x?= 
9.9,P>0.05); 与 NC 组 和 WP 组 相 比 ,REMSD 组 小 鼠 开 
臂 停 留 时 间 占 总 时 间 百 分 比 明 显 降 低 (x=16.1,P<0.01， 
表 2)。 
2.1.3 闭 居 活动 青少年 期 C57BL/6J 小 鼠 REMSD 组 、 
WP 组 和 NC 组 的 闭合 臂 进入 次 数 ,闭合 臂 进入 次 数 占 
总 进 辟 次数 百分比 ,闭合 臂 停 留 时 间 和 闭合 臂 停留 时 间 
占 总 时 间 百 分 比 均 无 明显 差异 ( 表 3)。 

在 成 年 期 C57BL/6J 小 鼠 中 ,REMSD 组 小 鼠 闭 合 
臂 进入 次 数 显 著 高 于 NC 组 (X=3.8,P<0.05) 和 WP 组 (X= 
2.5,P<0.01)。NC 组 和 WP 组 小 鼠 闭合 臂 进入 次 数 无 显 
著 差 异 (X=9.8, P>0.05); 与 NC 组 和 WP 组 相 比 ， 
REMSD 组 小 鼠 闭 合 臂 进入 次 数 占 总 进 辟 次数 百分比 
明显 增高 (X=20.8,P<0.01) ;REMSD 组 小 鼠 闭 合 辟 停 
留 时 间 显 著 高 于 NC 组 (X=4.7, P<0.01) 和 WP 组 (x= 
10.6,P<0.01)。NC 组 和 WP 组 小 鼠 闭 合 辟 停留 时 间 无 
显著 差异 (X=7.4, P>0.05); 与 NC 组 和 WP 组 相 比 ， 
REMSD 组 小 鼠 闭 合 臂 停留 时 间 占 总 时 间 百 分 比 明 显 
增高 (2=6.1,P<0.01, 表 3)。 

2.1.4 NO 检测 结果 青少年 期 C57BL/6J 小 鼠 的 海马 
中 ,REMSD 组 中 NO 水 平 明显 高 于 NC 组 和 WP 组 , 旦 
有 显著 性 差异 (P<0.05, 表 4)。NC 组 与 WP 组 的 NO 水 
平 末 见 显著 性 差异 (P>0.05)。 成 年 期 C57BL/6J 小 鼠 的 
海马 中 ,各 亚 组 间 NO 水 平 未 见 显著 性 差异 ( 表 4)。 

2.1.5 nNOS 的 Western blotting 结果 在 青少年 期 和 成 
年 CS7BL/6J 小 鼠 海 马 中 , 均 可 发 现 nNOS 的 表达 。 青 
少年 期 C57BL/6J 小 鼠 的 海马 中 ,REMSD 组 中 nNOS 表 
达 明 显 高 于 NC 组 和 WP 组 , 且 有 显著 性 差异 (P<0.05， 
图 1);NC 组 与 WP 组 的 nNOS 表 达 未 见 显著 性 差异 。 
成 年 期 C57BL/6J 小 鼠 的 海马 中 ,各 亚 组 间 nNOS 表达 
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表 2 青少年 期 与 成 年 期 C57BL/6J 小 鼠 各 组 间 的 进入 开放 臂 次 数 、 进 入 开放 臂 次 数 / 进 璧 总 次 数 (%)、 开 放 筑 停留 时 间 (s)、 开 放 辟 停留 
间 / 进 臂 总 时 间 (%) 的 差异 


Tab.2 Difference of number of open arm entries、 percentage of number of open arm entries、open arm time, percentage of open arm time 
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in adolescent and adult C57BL/6J mice (Mean+SD) 


Number of open arm entries Percentage of number of open arm entries 


Open arm time Percentage of open arm time 


a Adolescence Adult Adolescence Adult Adolescence Adult Adolescence Adult 
NC 5.8+2.0 7.8+0.8 26.8+4.3 42.2+1.6 22.8+5.8 20.1+3.0 8.9+2.4 .313 
WP 3.9+0.6 8.4+0.7 29.0+3.5 38.5+2.6 16.9+3.9 22.6+2.4 6.8+1.7 8.3+0.9 
REMSD 4.7+0.8 9:742:0* 22.943.5 30.7E2.3** 20.6+4.0 16:942.2** 8.1+1.6 6:030.9** 


*P<0.05, **P<0.01 vs NC group. 


表 3 青少年 期 与 成 年 期 C57BL/6J 小 鼠 各 组 间 进 入 闭合 辟 次 数 、 进 入 闭合 臂 次 数 /总 进 辟 次数 比例 (%)、 闭 合 辟 停留 时 间 (s)、 闭 合 辟 停 


留 时 间 / 进 璧 总 时 间 (%) 的 差异 


Tab.3 Difference of number of closed arm entries、 percentage of number of closed arm entries、closed arm time, percentage of closed 


arm time in adolescent and adult C57BL/6]J mice (Mean+SD) 


Number of closed arm entries 
closed arm entries 


Percentage of number of 


Closed arm time Percentage of closed arm time 


Grou 

. Adolescence Adult Adolescence Adult Adolescence Adult Adolescence Adult 
NC 9.582.5 10.7+0.9 73.2+4.3 57.8+1.6 250.8+9.9 252:945.5 91.0+2.4 92.5+1.3 
WP 13,3+2.2 13.0+0.3 73.0+3.9 61,542,6 255.7E7:7 250.0+3.6 94.2+0.7 91.740.9 
REMSD 13.4+1.9 19:242.13 77] 二 3,3 69.3+2.3** 246.8+9.2 257.24+4.7** 91.9+1;6 94.0+0.9** 


*P<0.01 vs NC group; ‘P<0.01 vs WP group. 


表 4 各 组 C57 小 鼠 海马 的 NO 水 平 
Tab.4 Nitric oxide level in hippocampus in subgroups of 
adolescent and adult C57BL/6J mice (Mean+SD, n=15) 


Group NO level in NO level in 
adolescents(hmol/L ) adults(hmol/L) 
NC 43.61+2.53 35.06+2.19 
WP 45.78+3.14 37.36+1.24 
REMSD 54.22+1.83** 36.12+1.79 


*P<0.01 vs NC group; “P<0.01 vs WP group. 


未 见 显 车 性 差异 (图 1)。 


3 讨论 
3.1 REM 睡眠 剥夺 24 hh 对 青少年 期 和 成 年 期 C57BL/ 
杂 小 鼠 焦 虑 行为 的 影响 

目前 许多 研究 发 现 :由 于 学 习 压 力 、 网 络 成 疗 等 多 
种 因素 ,青少年 睡眠 不 足 广泛 存在 。 大 量 临 床 和 动物 研 
究 结 果 都 表明 睡眠 不 足 导致 机 体 焦虑 ,但 是 关于 睡眠 不 
足 青 少年 和 成 年 的 焦虑 行为 的 影响 有 何 差 异 , 目 前 研究 
并 不 多 。Talbot 等 "的 临床 研究 发 现 :短暂 限制 青 少 
和 成 年 人 睡眠 时 间 少 于 6.5 h 后 ,这 两 个 人 群 的 焦虑 程 
度 都 有 增高 ;进一步 研究 发 现 ,青少年 由 于 睡眠 不 足 导 
致 的 焦虑 程度 明显 低 于 成 年 人 。 本 研究 结果 发 现 : 
REM 睡眠 剥夺 24 Ph 导致 成 年 期 动物 焦虑 行为 和 自发 行 
为 增多 ,而 对 青少年 期 动物 的 焦虑 行为 影响 不 显著 。 尽 
管 本 研究 结果 和 临床 研究 所 采用 的 实验 对 象 .实验 方法 


等 有 很 多 差异 。 如 ,临床 研究 剥夺 的 是 REM 和 NREM 
睡眠 ,而 本 研究 只 剥夺 了 REM 睡 眠 。 但 是 临床 实验 和 
本 研究 结构 都 提示 :睡眠 对 焦虑 的 影响 程度 与 年 龄 相 
关 。 也 就 是 说 ,睡眠 不 足 导致 青少年 焦虑 情绪 和 行为 明 
显 低 于 成 年 。 睡 眠 剥夺 对 青少年 和 成 年 动物 焦虑 行为 
影响 程度 不 同 ,可 能 和 神经 系统 发 育 的 结构 和 功能 相 
关 。 与 成 年 神经 系统 相 比 ,青少年 期 神经 系统 的 突 触 数 
量 比 较 多 ,形态 多 样 "; 此 外 ,神经 递 质 水 平和 受 体 表达 
也 有 很 大 差异 ,如 青少年 期 海马 .前额 叶 皮 质 杏仁 核 等 
脑 区 的 多 巴 胺 受 体 数量 明显 高 于 成 年 期 "。 在 睡眠 列 
夺 期 间 ,青少年 期 脑 内 分 子 水 平 的 变化 与 成 年 脑 不 同 ， 
可 能 是 机 体 焦 虑 行为 改变 有 所 差异 的 分 子 生物 学 机 制 。 
3.2 REM 睡眠 剥夺 24h 对 青少年 期 和 成 年 期 C57BL/ 
6 小 鼠 海 马 NO 水 平和 nNOS 有 蛋白 表达 的 影响 

既往 研究 发 现 NO 在 调控 焦虑 情绪 和 行为 等 方面 
发 挥 了 重要 的 作用 5 。Volkeo 通 过 腹腔 注射 抑制 
nNOS 活 性 后 ,小 鼠 在 财 臂 停留 时 间 明 显 延长 ,说明 NO 
可 以 减轻 动物 的 焦虑 。NO 在 调控 睡眠 中 也 发 挥 了 重要 
的 作用 。 在 成 年 大 鼠 , 持 续 6h 缺 氧 引起 的 睡眠 缺乏 可 
以 导致 海马 内 NO 水 平 明显 增高 ”: ,通过 抚 触 剥 夺 大 鼠 
正常 睡眠 6h, 可 以 发 现 大 鼠 前 额 叶 皮 质 .中 脑 等 脑 区 
NO 水 平 升 高 ,但 海马 内 NO 水 平 未 发 现 明显 变化 “09。 
以 上 研究 使 用 的 实验 方法 剥夺 了 所 有 时 相 的 睡眠 , 即 
REM 和 NREM 睡眠 。 在 本 研究 中 ,我 们 采取 水 平台 法 
特异 性 剥夺 REM 睡 眠 24 h, 结 果 发 现 青 少年 期 小 鼠 海 
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1 青少年 期 与 成 年 期 C57BL/6J 小 鼠 各 组 海马 nNOS 蛋白 表达 
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Fig.l Western blotting of nNOS protein expression in subgroups of adolescent and adult C57BL/6J mice NC: normal control group. 
WP: wide platform group; REMSD: REM sleep deprivation 24 h group *P<0.01. 


马 NO 水 平 升 高 ,nNOS 蛋白 表达 增强 ; ;而 成 年 大 鼠 海 马 
内 NO 和 nNOS 均 无 明显 改变 。 需 要 注意 的 是 ,REM 睡 
眠 剥夺 也 可 以 导致 氧 应 激 ， eR 
通过 和 活性 氧 结合 ,生成 适量 过 氧 亚 硝 酸 盐 (ONOO )， 
对 神经 元 有 一 定 的 保护 作用 ""。 因 此 ,在 青少年 期 , 海 
马 NO 水 平和 nNOS 表达 轻 度 增高 ,可 能 会 适量 中 和 活 
生 氧 ,减少 焦虑 情绪 和 行为 。 但 是 ,需要 注意 的 是 ,过 量 
的 NO 可 以 导致 细胞 内 ONOO 过 度 积存 ,抑制 线粒体 
活性 ,导致 神经 元 凋 记 和 死亡 。 在 本 研究 中 ,我们 只 剥 
夺 小 鼠 REM 睡眠 24 h, 因 此 ,有 必要 进一步 探讨 延长 
REM 睡眠 剥夺 时 间 后 ,青少年 期 和 成 年 期 小 鼠 焦虑 行 
为 海马 内 NO 水 平 的 改变 。 

综 上 所 述 ,REM 睡眠 剥夺 24 h 对 青少年 期 小 鼠 与 
成 年 小 鼠 焦 虐 行为 的 影响 程度 不 同 ,而 海马 内 NO 水 平 
和 nNOS 变化 的 差异 是 其 可 能 机 制 之 一 。 
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